Introduzione {#sec1-1}
============

*Listeria monocytogenes* (*L. monocytogenes)* è un microrganismo patogeno, gram positivo, che colpisce soprattutto alcune categorie di popolazione a rischio quali soggetti immuno-compromessi e donne in gravidanza. La trasmissione dell'agente infettivo, per via alimentare, ha un grande impatto per la salute pubblica, sia per la severità della malattia provocata, sia per l'impatto sociale che ne consegue. Nel 2010 sono stati registrati nell'Unione europea 1601 casi di listeriosi (European Food Safety Authority, [@ref8]).

*L. monocytogenes* è un patogeno molto diffuso nell'ambiente e negli alimenti di origine animale e vegetale, in grado di adattarsi a condizioni ambientali anche sfavorevoli. Tuttavia quella alimentare rimane la principale via di infezione per l'uomo (Parisi, [@ref12]), ed il consumo di cibi ready-to-eat ha contribuito all'aumento di listeriosi nei paesi più industrializzati. Il fatto che *L. monocytogenes* sia capace di sopravvivere e moltiplicarsi anche a basse temperature, ad esempio comprese tra +2 e +4°C, rende la sua presenza negli alimenti RTE particolarmente diffusa, ed in particolare nei prodotti lattiero-caseari, nelle carni salate e salumi ed in taluni prodotti della pesca (European Food Safety Authority, [@ref9]).

Il Regolamento (CE) 2073 del 2005 (Commissione Europea, [@ref4]) e le successive modificazioni hanno introdotto, nel contesto legislativo di riferimento degli alimenti di origine animale, il concetto di alimento ready-to-eat su cui effettuare la ricerca e la numerazione di *L. monocytogenes*, a seconda che l'alimento costituisca o meno terreno favorevole allo sviluppo del germe. Nel caso dei prodotti lattiero-caseari, la presenza di *L. monocytogenes* può essere dovuta a diversi fattori tra cui contaminazione iniziale della materia prima (per i formaggi a latte crudo), insufficiente temperatura di pasteurizzazione, contaminazione nelle fasi successive al trattamento termico previsto nel processo produttivo. *L. monocytogenes* è un germe in grado di resistere per anni nell'ambiente di manipolazione degli alimenti e sviluppare resistenza nei confronti dei comuni prodotti utilizzati per interventi di sanificazione. Tale caratteristica è agevolata dalla produzione di biofilm che *L. monocytogenes* può formare da sola od insieme ad altri germi di contaminazione ambientale (Caruso *et al*., [@ref1]; Pan *et al*., [@ref11]). In quest'ultimo caso, risultano essere di fondamentale importanza le procedure di pulizia e sanificazione che devono essere applicate alle diverse tipologie di superfici che, se non in grado di rimuovere completamente la matrice adesiva e protettiva dei biofilm, portano inevitabilmente a rischi di contaminazione secondaria (Cecchini *et al*., [@ref3]).

Nel mese di novembre 2012 un campione di mozzarella, prelevato presso un stabilimento della regione Lazio nel corso delle regolari attività di controllo ufficiale dei servizi veterinari, è stato consegnato all'IZSLT di Roma per analisi di routine risultando poi positivo per la presenza di *L. monocytogenes*. A seguito della positività sono state eseguite ulteriori verifiche sia da parte dell'autorità competente sia da parte dell'azienda produttrice nell'ambito delle azioni previste dal proprio piano di autocontrollo.

Scopo del presente lavoro è quello di presentare i risultati derivanti dall'attività analitica svolta dai laboratori su campioni di mozzarella e campioni ambientali esaminati in seguito ad un episodio di contaminazione da *L. monocytogenes*. I risultati ottenuti sono stati poi messi in relazione con una precedente positività riscontrata in autocontrollo, evidenziatasi qualche mese prima presso il medesimo stabilimento.

Materiali e Metodi {#sec1-2}
==================

Le indagini sono state condotte per un periodo di tre mesi, su un totale di 161 campioni di cui 90 riferibili a prodotti lattiero-caseari (mozzarella n=85, primo sale n=2, ricotta n=3), 7 liquido di governo e salamoia e 64 tamponi ambientali. Sui suddetti campioni, prelevati in regime di controllo ufficiale ed autocontrollo, sono state effettuate le seguenti determinazioni: pH, a~w~, *L. monocytogenes* presenza e conta per i prodotti lattiero caseari, solo *L. monocytogenes* presenza e conta sui campioni ambientali.

La determinazione del pH è stata eseguita utilizzando il metodo di riferimento MFHPB-03:2003, per l'a~w~ il metodo di riferimento ISO 21807:2004 (ISO, [@ref10]); la presenza/assenza di *L monocytogenes* è stata valutata con il metodo VIDAS LMO2 AFNOR BIO-12/11-03/04, consistente essenzialmente in un'analisi immuno-enzimatica a fluorescenza mediante lo strumento VIDAS^®^ (bioMérieux, Marci L'Etoile, Francia), mentre per la sua numerazione il metodo di riferimento è stato ISO 11290-2:2005 (UNI, [@ref14]). L'identificazione biochimica, per la conferma delle colonie sospette, è stata effettuata con il VITEK^®^ 2 Compact bioMérieux. Gli isolati di *L. monocytogenes* sono stati poi sottoposti a sierotipizzazione, mediante la combinazione di metodi molecolari e siero agglutinazione.

La sierotipizzazione di *L. monocytogenes*, effettuata mediante multiplex PCR, è stata eseguita utilizzando il protocollo Doumith *et al*. ([@ref6]), che consiste nell'identificazione di *L. monocytogenes* e nella successiva suddivisione dei tre lignaggi I, II e III, in cinque gruppi filogenetici, ciascuno correlato con i seguenti sierotipi: gruppo I.1 (sierotipi 1/2a-3a); gruppo I.2 (sierotipi 1/2c-3c); gruppo II.1 (sierotipi 4b-4d-4e); gruppo II.2 (sierotipi 1/2b-3b-7); gruppo III (sierotipi 4a-4c) (Doumith *et al*., [@ref7]).

La sierotipizzazione con antisieri permette di distinguere i 12 sierotipi di *L. monocytogenes* differenziabili per l'espressione, sulla superficie cellulare, di antigeni somatici O e flagellari H. Per la conferma dei sierotipi dai sieroguppi, individuati con la metodica molecolare, si è proceduto con la sieroagglutinazione mediante il Kit Listeria Antisera SEIKEN (Denka Seiken co. LTD, Tokyo, Giappone).

Dei 47 ceppi di *L. monocytogenes* isolati, solo 11 sono stati sottoposti a caratterizzazione molecolare, 5 isolati da mozzarelle e 6 da tamponi ambientali. La selezione è stata effettuata sulla base delle precedenti prove sierologiche e molecolari in PCR Multiplex, che hanno messo in evidenza sempre lo stesso sierotipo. Tali ceppi, sono stati poi confrontati con il ceppo precedentemente isolato da un campione di mozzarella prodotto presso lo stesso stabilimento ed analizzato nell'ambito dei controlli aziendali; tale confronto è stato effettuato mediante *pulsed field gel electrophoresis* (PFGE), secondo quanto descritto nel protocollo standardizzato PulseNet *L. monocytogenes* (CDC, [@ref2]); per il metodo è stato utilizzato un enzima di restrizione (*Asc*I) ed uno standard riferibile a *Salmonella* Braenderup (H9812).

Su 4 dei ceppi suddetti, 3 provenienti da mozzarelle e 1 da campione ambientale (tampone), è stata effettuata anche la digestione con l'enzima *Apa*I, dato che, ad una prima lettura dei loro profili, questi presentavano delle differenze che tale enzima avrebbe meglio evidenziato.

Dopo la digestione, i ceppi sono stati sottoposti a corsa elettroforetica con il sistema Chef Mapper XA (BioRad Inc., Berkeley, CA, USA) a 6V/cm con un switch time da 4 a 40 s per 21 h. Il gel ottenuto è stato colorato con il GelRed (Biotium, Hayward, CA, USA). I profili ottenuti sono stati successivamente analizzati mediante software dedicato (Fingerprinting II^®^BioRad). La valutazione della similarità tra i diversi profili di macrorestrizione è stata effettuata utilizzando il coefficiente di Dice con una ottimizzazione e tolleranza dell'1%. Attraverso l'utilizzo del software è seguita poi la clusterizzazione e la costruzione del dendrogramma utilizzando il metodo *unweighted pair group method with arithmetic mean* (UPGMA).

Risultati {#sec1-3}
=========

Fra i prodotti lattiero caseari, le positività sono state riscontrate solo su campioni di mozzarella. Il 24.4% dei campioni analizzati (n=90) è risultato positivo e di questi il 18.2% presentava valori *di L. monocytogenes* superiori a 100 ufc/g. Dei 64 tamponi ambientali, 6 sono risultati positivi per *L. monocytogenes* (9,4%), ma con un numero di microrganismi \<10 ufc/g; le acque di salamoia e di governo sono invece risultate tutte negative. I ceppi isolati (n=47) dai prodotti lattiero caseari e dai tamponi ambientali sono risultati appartenere al medesimo sierotipo (4b/4e) e pertanto sovrapponibile al primo isolamento avvenuto su un campione di mozzarella in autocontrollo. I profili di restrizione ottenuti con l'enzima *Asc*I mostrano una similarità del 98% mentre per quelli ottenuti con *Apa*I la percentuale di similarità è risultata pari al 96,78%.

Discussione e Conclusioni {#sec1-4}
=========================

Il processo di produzione della mozzarella prevede la riduzione della cagliata in piccoli pezzi che favorisce l'eliminazione del siero in eccesso; attraverso un sistema automatizzato la matrice viene trasferita nella filatrice costituita da più sezioni. In tale fase di processo il prodotto viene ulteriormente sminuzzato e posto a contatto con acqua a temperatura di 82°C cui segue, nella parte terminale della filatrice, la formazione di un'unica massa filata con temperatura di circa 60°C. Le diverse fasi di produzione a temperatura controllata, sono state individuate come punti critici del processo da sottoporre a monitoraggio continuo (CCP), in quanto volti ad eliminare o ridurre a livelli accettabili la presenza di *L. monocytogenes*, sebbene alcuni studi di processo sostengano il contrario (Rudolf e Scherer, [@ref13]). Le successive fasi di lavorazione (formatura, rassodamento e confezionamento in liquido di governo) non possono invece fornire adeguate garanzie in caso di contaminazione di *L. monocytogenes* in quanto non sono presenti ulteriori CCP.

Nel presente caso, il riscontro di *L. monocytogenes* in campioni di mozzarella può essere attribuito ad una contaminazione di tipo ambientale post trattamento termico in quanto i medesimi sierotipi di *L. monocytogenes*, sono stati riscontrati in campioni ambientali prelevati dalla ditta in autocontrollo e verosimilmente riconducibile ad una non corretta applicazione delle procedure di pulizia e sanificazione delle superfici ed ambienti di lavoro. Difatti, l'analisi dei profili PFGE ottenuti con i 2 enzimi (*Asc*I e *Apa*I) ha evidenziato la presenza di una singola popolazione clonale in entrambi le tipologie di campioni (ambiente ed alimento).

La corretta applicazione delle procedure riportate nel piano di autocontrollo, la loro validazione e la verifica periodica della loro efficacia sono, come sempre, fondamentali per il controllo di processo e la sicurezza dei prodotti fabbricati. Nel presente caso sono state apportate modifiche alle procedure di pulizia e sanificazione in uso, inclusi i prodotti, che hanno permesso l'eliminazione di *L. monocytogenes*, dagli ambienti di lavorazione e la risoluzione delle non conformità rilevate in autocontrollo. Le verifiche periodiche da parte del controllo ufficiale sono poi di indispensabile ausilio al sistema di autocontrollo aziendale soprattutto nel caso in cui siano registrate non conformità nell'igiene e dei criteri di processo, di cui al Regolamento 2073/2205, come quelle riportate nel presente lavoro. Lo sviluppo e l'applicazione di metodi di laboratorio più sofisticati, PCR e PFGE ad esempio, rispetto ai microbiologici classici, sono poi di fondamentale importanza a supportare l'identificazione di eventuali non conformità non strettamente legate alle fasi di processo e, di conseguenza, ad individuare con piu accuratezza le problematiche di carattere procedurale.
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